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MycophenoLic Acid와 Rapamycin이 저산소 하의 사람 신세뇨관 
상피세포에서 Toll Like Receptor 아형의 표현에 미치는 영향
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Effects of Mycophenolic Acid and Rapamycin on Toll-like Receptor Expression in 
Hypoxic Human Proximal Tubular Epithelial Cells
Dahye Lee, M.S.1, Jehyun Park, Ph.D.1, Yu Seun Kim, M.D.1,2 and HyeonJoo Jeong, M.D.3
The Research Institute for Transplantation1, Departments of Surgery2 and Pathology3, 
Yonsei University College of Medicine, Seoul, Korea
Background: Toll like receptor (TLR), an element of innate immunity, is upregulated by Ischemia/reperfusion (IR) injury and 
may be involved in adaptive immune response. Immunosuppressive agents may increase or attenuate IR injury and TLR 
expression. To explore the involvement of TLRs in hypoxic tubular injury and modification by mycophenolic acid (MPA) rapa-
mycin (RAP), this study examined TLR expression in hypoxia-induced human renal proximal tubular epithelial cells (HK-2).
Methods: HK-2 cells were cultured in keratinocyte-SFM media supplemented with epidermal growth factor and bovine pitui-
tary extract. The Induction of hypoxia was achieved using GasPak pouch system. TLR 2, 3, and 4 mRNA expression was ana-
lyzed by real time RT-PCR using SYBR green and TLR 4 protein expression was evaluated by Western blot analysis. MPA 
at concentration of 100 nM and 1uM and RAP at concentration of 20, 50, and 100 nM were added to culture medium.
Results: TLR4 but noTLR2 or TLR3 mRNA expressions increased in hypoxic HK-2 cells at 24 and 48 hrs. TLR4 protein expression 
also increased in hypoxic HK-2 cells at 24 and 48 hrs. MPA (100 nM and 1uM) and RAP (20, 50, and 100 nM) decreased 
hypoxia-induced TLR4 mRNA expression in HK-2 cells compared to normoxia at 24 hrs. However, TLR4 protein expression 
was decreased only by RAP at 20 and 50 nM.
Conclusions: The results suggest that RAP may modify hypoxic renal tubular damage by decreasing TLR4-mediated in-
flammatory and immune reactions.
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서  론
허혈-재관류 손상(ischemia-referfusion injury)은 신장이
식 시 겪게 되는 피할 수 없는 과정으로 이식 후 야기되는 
급성 또는 만성적인 이식신 기능부전을 초래하는 중요한 
원인 중 하나로 알려져 있으며 그 병태생리에 대해서 많은 
연구가 진행되고 있다. 특히 최근 이런 비 면역학적 손상
이 내재 면역 반응(innate immune response)을 야기 시키
고 나아가 적응 면역(adaptive immunity)으로 진행하게 된
다는 연구들이 보고되어 이식신 기능부전과의 연관성을 
설명하고 있다.(1)
Toll like receptor (TLR)는 초파리(Drosophila)의 발생단
계와 면역반응에서 중요한 역할을 하는 ‘Toll’에서 유래하며 
외부의 침입으로부터 숙주를 보호하는 기본적인 방어 기전
을 담당한다. 또한 뇌, 간 등의 세포나 조직에서 허혈로 
인한 손상으로 인해 생산되는 내인성 리간드들을 인식하여 
내재면역을 활성화한다는 것이 알려지고 있다.(2) 
신장질환에서 허혈과 관련된 TLR의 변화는 동물실험
에서 근위세뇨관 세포를 대상으로 연구가 진행되었다. 
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Table 1. Primers used for real-time RT–PCR
ID Forward Reverse
TLR2
TLR3
TLR4
GAPDH
GCCAAAGTCTTGATTGATTGG
GATCTGTCTCATAATGGCTTG
TGTATTCAAGGTCTGGCTGGTT
GTCATCATATTTGGCAGGTT
TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG
GACAGATTCCGAATGCTTGTG
GCCCTCTAGAGCAGATTTGTCA
GAAGGACTCATGACCACAGT
허혈 손상을 유발한 흰쥐의 신세뇨관 세포에서 TLR4의 
mRNA와 단백의 발현이 증가하였으며(3) TLR4/MyD88 
경로가 활성화됨이 보고된 바 있다.(1) 또한TLR2 유전자
가 결손된 흰쥐의 허혈 손상 시 여러 싸이토카인과 che-
mokine들의 발현이 감소되었다고 보고되어,(4) TLR이 허
혈과 그로 인해 활성화되는 염증반응을 통해 세뇨관 손
상에 중요한 역할을 하고 있음을 암시하고 있다. 이식과
정에서 발생하는 허혈에 의한 손상 외에도 면역억제제에 
의해 허혈 손상은 가중될 수 있다. Cyclosporin (CsA)은 
1970년대 Clalne 등이 임상에서 사용하면서 그 월등한 
효과로 인해 각광을 받아왔지만 약제 자체의 신독성 뿐 
아니라 허혈 손상을 가중시키는 작용이 있어 장기간 투
여 시 이식신의 기능 저하와 비가역적인 형태변화를 초
래하여 사용에 한계가 있다.(5,6) CsA 외에도 이식환자의 
면역억제제로 많이 쓰이는 Mycophenolate mofetil 
(MMF)와 rapamycin (RAP)은 다양한 임상연구에서 만성
거부반응에 효과가 있는 것으로 알려져 있다. MMF는 in-
osine monophosphate dehydrogenase 2 (IMPDH2) 차
단제로 림프구 증식을 억제시킨다. RAP는 mTOR in-
hibitor로 역시 림프구 증식을 억제시킨다. 그러나 신허
혈 손상에 대한 이 두 약제의 효과는 보고에 따라 달라 
신손상의 경감 또는 지연 등이 보고되었다. 또한 TLR 표
현과 관련하여 CsA는 생쥐모델에서 TLR4의 표현을 증가
시킨다는 보고가 있으나(7) 신허혈에 대한 MMF 나 RAP
의 영향이나 신장 내 TLR아형의 표현 양상변화에 대해서
는 체계적인 연구가 필요한 실정이다. 
본 연구는 사람의 신세뇨관 상피세포주를 이용하여 저
산소가 TLR 아형의 표현변화에 미치는 영향을 관찰하고, 
면역억제제인 MPA와 RAP가 저산소에 의한 TLR아형의 
표현변화에 미치는 영향을 관찰함으로써 TLR과 관련되어 
이 약제들에 대한 기초자료를 제공하고자 한다. 
재료 및 방법 
1) 세포배양 
사람 신세뇨관 상피세포(HK-2)는 ATCC에서 구입하여 사
용하였다. 세포는 5 ng/ml recombinant epidermal growth 
factor와 0.05 mg/ml bovine pituitary extract가 함유된 
keratinocyte-SFM 배지를 사용하여 37oC 세포배양기에서 배
양하였다. 세포가 배양용기를 채웠을 때 MPA와 RAP를 농
도별로 처리하여 24시간 동안 반응 후 실험에 사용하였다. 
저산소 상태는 저산소 상태를 유지하는 주머니(Gaspak 
pouch system, Becton Dickinson and Company, Sparks, 
MD, USA)를 사용하였다. 
2) Real-time RT-PCR 
총 RNA는 TRIzol (Invitrogen)로 분리하였고, 정량한 5 
μg의 RNA는 reverse transcription premix (Maxime RT 
premix, 인트론, 서울, 한국)으로 42oC에서 50분간 반응
시킨 후 95oC에서 10분간 반응하여 cDNA를 합성하였다. 
TLR mRNA 수준은 SYBR green이 포함된 PCR master 
mix (ABI)를 사용하였고 sense와 antisense primer (Table 
1)를 각각 10 pmol 가하여 95oC에서 4분간 초기 변성을 
시킨 후 59oC에서 1분간 30 cycle을 시행하고, 60oC에서 
1분간 그리고 72oC에서 10분간 마지막 반응을 시켰다. 
분석은 7,500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, 
Foster, CA, USA)을 이용하였다. PCR 산물의 특이성을 
확인하기 위하여 melting curve와 agrose gel 전기영동을 
시행하였다.
3) 단백질 분리 
시료채취를 위한 6 well plate의 well당 1×105개의 세
포를 분주하여 자극을 주었으며, 실험이 종료된 후 세포
는 PBS로 2회 세척한 후 세포 용해 완충액(20 mM Tris, 
pH 7.0, 137 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 
10% glycerol, 0.2 mM PMSF, 1 μg/ml aprotinin, 20 μM 
leupeptin, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 1 mM EGTA, 
pH 8.0, 1 mM pyrophosphate, 1 mM β-glycerophos-
phate)을 사용하여 얼음 위에서 60분간 반응시킨 후 
13,000 rpm으로 15분간 4oC에서 원심 분리한 후 세포 내 
단백질을 추출한다. 실험이 종료된 후 Bio-Rad 단백 분
석 kit을 사용하여 세포 용해액 내 단백질을 정량하였다. 
4) Western blot analysis
세포 내 단백질을 함유한 세포질 용해액을 sample buffer 
(12 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5% glycerol, 0.4% SDS, 2.88 
mM 2-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue)와 혼합
하여 95oC에서 5분간 가열하였다. SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)에서 전개 분리한 후 nitro-
cellulose 흡착지에 전이시킨 후 단백에 대한 molecular 
marker를 사용하여 전개와 전이 정도를 확인하였다. 흡착지
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Fig. 2. TLR4 protein expressions in normal and hypoxic conditions of HK-2 cells, for (A) 24 hr and (B) 48 hr. Data are presented 
as a representative Western blot of five experiments. *P＜0.05 vs. Normal.
Fig. 1. TLR2, 3 and 4 mRNA expressions in normal and hypoxic conditions of HK-2 cells, for (A) 24 hr and (B) 48 hr. Data are presented
as the mean±SE of three experiments. *P＜0.05 vs. Normal TLR4.
를 5% non fat dry milk blocking 용액에 넣고 상온에서 1시
간 동안 반응 후 0.1% Tween 20을 포함한 Tris 완충액으로 
2회 세척한 후 일차항체로 반응시킨 후 15분씩 4회 세척하
였다. 이후 이차 항체 (HRP-conjugated anti-rabbit IgG; 
Santa Cruz)로 1시간 동안 반응시킨 후 15분씩 4회 세척하고 
Enhanced Chemiluminescence (ECL: Amersham, Bucking-
hamshire, UK) kit을 이용하여 이차 항체를 검출하였다. 
각각의 밀도를 Tina 2.1 프로그램을 사용하여 측정한 후 
정량 하여 대조군을 1.0으로 하여 비교하였다. 
5) 통계처리 
모든 실험결과의 측정치는 평균(mean)±표준 오차
(standard error)로 나타내며 각 군간의 통계학적인 비교
는 분산분석(ANOVA)과 Fisher's least significance differ-
ence test를 시행하여 P값이 0.05 미만인 경우에 유의성
이 있는 것으로 판정하였다. 
결  과 
1) 저산소 하의 사구체 신세뇨관 상피세포주에서 TLR2, TLR3, 
TLR4의 mRNA 표현 
저산소 자극 24시간과 48시간 후 각각 TLR2,3의 mRNA
는 대조군과 비교하여 통계적으로 유의성 있는 결과를 
관찰할 수 없었다. 반면 TLR4의 mRNA는 대조군과 비교
하여 2.7배 증가하였고(Fig. 1A) (P＜0.05), 48시간 후 
2.5배 증가하였다(Fig. 1B) (P＜0.05). 
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Fig. 3. Effect of MPA on TLR4 mRNA expressions in normal and
hypoxic conditions of HK-2 cells. Data are presented as the 
mean±SE of four experiments. *P＜0.0001 vs. Normal MPA 0 
uM. †P＜0.005 vs. Hypoxia MPA 0 uM.
Fig. 4. Effect of rapamycin on mRNA protein expressions in 
normal and hypoxic conditions of HK-2 cells. Data are presented
as the mean±SE of four experiments. *P＜0.0001 vs. Normal ra-
pamycin 0 uM. †P＜0.005 vs. Hypoxia rapamycin 0 uM.
Fig. 5. Effect of MPA on TLR4 protein expressions in normal and
hypoxic conditions of HK-2 cells. Data are presented as the mean
±SE of three experiments. *P＜0.05 vs. Normal MPA 0 uM.
2) 저산소 하의 사구체 신세뇨관 상피세포주에서 TLR4의 
단백변화 
저산소 자극 24시간 후 TLR4 단백은 대조군과 비교하
여 1.5배 증가하였으며(Fig. 2A) (P＜0.05) 48시간 후에
는 2.2배 증가하였다(Fig. 2B) (P＜0.05). 
3) MPA가 저산소 하의 세포 내 TLR4 mRNA 발현에 미치는 영향
정상 대조군에서 MPA는 TLR4 mRNA 발현에 영향을 
끼치지 않았으나, 저산소 하에서 2.7배 증가되었던 TLR4
의 mRNA는 MPA를 0.1 uM 처리 시 47% 감소하였고 1 
uM 처리 시 54%의 감소를 보여 통계적으로 유의하였다
(Fig. 3) (P＜0.0005).
4) RAP가 저산소 하의 세포 내 TLR4 mRNA 발현에 미치는 영향 
정상 대조군과 비교해 RAP는 TLR4 mRNA 발현에 영
향을 끼치지 않았으나, 저산소 하에서 2.7배 증가된 TLR4 
mRNA는 RAP를 20, 50, 100 nM 처리 시 각각 51%, 
58%, 65%의 농도의존적인 감소 양상을 관찰할 수 있었
다(Fig. 4) (P＜0.005).
5) MPA가 저산소 하의 세포 내 TLR4 단백 발현에 미치는 영향 
정상 대조군과 비교해 MPA는 TLR4의 단백 발현에 유
의 있는 변화를 관찰 할 수 없었다. 저산소 하에서 증가
된 TLR4의 단백 역시 MPA를 처리 시에도 유의있는 변화
를 관찰 할 수 없었다(Fig. 5). 
6) RAP가 저산소 하의 세포 내 TLR4 단백 발현에 미치는 영향 
정상 대조군에서 RAP는 TLR4의 단백 발현에 유의있는 
영향을 끼치지 않았으나, 저산소 하에서 증가된 TLR4의 
단백을 RAP 20, 50 nM 처리 시 각각 63%, 78%의 감소
를 관찰할 수 있었다(Fig. 6) (P＜0.05).
고  찰
이식신의 허혈-재관류 손상이 이식 초기에 세뇨관 상
피 변성 및 괴사를 초래하며 신기능을 저하시킨다는 사
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Fig. 6. Effect of rapamycin on TLR4 protein expressions in nor-
mal and hypoxic conditions of HK-2 cells. Data are presented 
as the mean ± SE of four experiments. *P＜0.05 vs. Normal ra-
pamycin 0 uM. †P＜0.05 vs. Hypoxia rapamycin 0 uM.
실은 널리 알려져 있다. 허혈-재관류 손상은 이식신의 비
면역학적 손상을 일으킬 뿐만 아니라 유리된 활성산소족
(reactive oxygen species: ROS)에 의해 손상된 세포에서 
내재면역의 구성성분인 TLR의 리간드가 발현되고, 이후 
수지상 세포의 성숙과 활성화 과정을 통하여 적응면역반
응으로 진행할 수 있기 때문에 면역학적 손상에도 관여
할 수 있다.(2)
신장의 허혈-재관류 손상에서 내재면역과 관련하여 
TLR4및 TLR2를 중심으로 한 동물실험 결과가 보고되었
다. Wu 등은 생쥐의 허혈 모델에서 신세뇨관 상피세포 
내 TLR4 의 발현 증가와 신간질 내 백혈구 침윤을 관찰
하였으며, TLR4가 결손된 생쥐에서 허혈에 의한 세뇨관
의 손상, 소변 내 크레아틴 농도, 대식세포의 침윤과 염
증성 싸이토카인의 발현 등이 감소됨을 보고하였다.(1) 
Lim 등은 쥐 신장의 허혈-재관류 손상 시 TLR2와 4의 
mRNA 발현이 주로 신세뇨관 세포에서 증가하고 TLR 리
간드인 heat shock protein 70이 증가하며 수지상 세포
의 증가와 성숙을 통해 염증반응이 유발될 것이라고 보
고하였다.(7) TLR2 유전자가 결손된 생쥐를 사용한 실험
에서도 허혈 손상으로 인한 신장의 손상이 감소되고 
MCP-1, IL-6 등과 같은 염증성 싸이토카인의 발현이 감
소됨을 보고하였다.(4) 본 연구에서도 사람의 신세뇨관 
상피세포주인 HK-2세포를 대상으로 TLR의 아형변화를 
검색하였으며, TLR4의 mRNA와 단백이 저산소 상태에서 
증가되었으나 TLR2나 TLR3의 변화는 관찰되지 않았다. 
TLR4는 여러 실험에서 보고된 바와 같이 허혈 손상 시 
활성화되는 특이적 또는 비특이적 면역반응에 관여할 것
으로 추정할 수 있다. 또한 TLR3는 허혈과 관련이 없는 
것으로 생각되었으나 TLR2의 결과는 기존의 보고와 달라 
해석하기 어려웠다. 그러나 수차례 다양한 회사의 제품
을 구입하여 검사하였어도 의미있는 TLR2의 변화가 없는 
점을 고려하면, TLR4와 달리 TLR2의 발현은 세뇨관 세포 
자체보다 다른 인자가 더 중요하게 작용할 가능성도 있
다. 즉 신허혈과 관련하여 기존에 보고된 실험들은 생체
실험으로, 허혈 손상시 세뇨관의 손상과 함께 간질 내 염
증반응이 동반되어 있으며, 허혈이 감소됨에 따라 염증도 
감소하므로, 허혈시 TLR2의 변화는 세뇨관세포에 대한 
직접적인 작용보다 신장 내 침윤된 염증세포와 이들이 
분비하는 인자들의 효과일 가능성도 있다. 
신이식과 관련하여 Braudeau 등은 신장이식 환자의 
혈액 내 단핵세포에서 TLR4 표현이 증가된다고 보고하였
다.(8) Ducloux 등은 TLR4유전자의 다형성과 급/만성 거
부반응이 관련된다고 보고하여(9,10) TLR4가 이식신의 
적응면역반응에도 관련될 수 있음을 추정할 수 있었다. 
최근 Kruger 등은 이식 시 공여자 신장에서 TLR4의 표현
이 관찰되었고, TLR의 표현은 이식신이 사체에서 획득되
었을 때 생체에서 획득된 경우보다 현저히 증가하였으며, 
공여자가 사체인 경우에서만 이식신 세뇨관에서 TLR4의 
내재성 리간드인 high-mobility group box-1 (HMGB1) 
의 표현이 증가하였다고 보고하여 허혈과 TLR4의 발현간
의 상관성을 증명하였다. 또한 사람의 세뇨관을 HMGB1
으로 자극하면 TLR4에 의존적으로 염증반응을 자극한다
고 하여 TLR4 자체가 이식신내 염증에 기여한다고 보고
하였다.(11)
이식 후 주 면역억제제로 흔히 사용되는 CsA은 신독성
으로 인해 장기간 사용이 제한된다는 점 외에도 흰쥐 모델
에서 TLR4의 표현 및 내재면역의 지표를 증가시킨다고 보
고되어(7) 면역활성화에 따른 부작용도 존재한다. MMF
와 RAP는 서로 작용기전은 다르나 림프구 증식을 억제
시키며, CsA와 함께 사용하거나 또는 CsA를 대체하여 사
용되기도 한다. 그러나 신허혈 손상에 대한 이 두 약제의 
효과는 보고에 따라 달라 신손상의 경감 또는 지연 등이 
보고되었다. MMF는 생쥐 신장에서 허혈 손상에 의한 간
질 내 염증을 감소시킨다는 보고가 있으나(12) 허혈성 흰
쥐의 세뇨관 세포의 증식과 재생에는 보호효과가 없다고 
하여 신세뇨관에 대한 직접적인 보호효과는 없다고 하였
다.(6) RAP는 수지상 세포의 성숙을 억제하며 hypo-
xia-inducible factor-1α (HIF-1α)의 경로를 차단하여 허
혈 시 염증반응을 경감시킨다고 보고되었다.(13) 또한 최
근 대장암 세포에서 RAP에 의해 TLR4의 mRNA 발현이 
감소되고 TLR4의 하위 신호전달 경로에 있는 NF-κB의 
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활성을 억제함으로써 IL-6와 PGE2 의 발현을 감소시킨다
고 보고되었다.(14) 반면 RAP가 허혈 후 신기능의 회복
을 지연시키고 세뇨관 세포의 자멸사를 증가시킨다는 상
반된 보고도 있다.(15) 또한 RAP가 Akt경로를 차단함으
로 인해 CsA 신독성을 증가시킨다는 보고가 있어(16) 허
혈시 RAP의 세뇨관 보호효과도 불분명하다. 본 연구에서 
MPA와 RAP는 저산소 하에서 증가한 TLR4의 mRNA를 
농도의존적으로 유의있게 감소시켰다. 그러나 저산소 하
에서 증가된 TLR4의 단백은 RAP에 의해서만 유의성있게 
감소하였다. MPA가 TLR4 mRNA와 단백 표현간에 차이
를 보인 점에 대해서는 전사 후 조절인자의 변화와 관련
있을 것으로 생각된다. 산소 결핍에 의해 증가된 TLR4단
백이 MPA처리한 후에도 줄지 않는 결과로 미루어 MPA
자체는 세뇨관 상피에는 직접적인 보호 효과가 없다는 
기존의 보고를 뒷받침한다.(12) 반면 허혈 손상 시 RAP
은 세뇨관 상피세포 내 TLR4 표현을 억제시킴으로써 세
뇨관 내 염증성 싸이토카인을 줄이고, 이로 인한 세뇨관 
손상을 줄이는 효과를 나타낼 수도 있을 것이라 생각된
다. 이는 TLR4 기능이 없는 allele (TLR4 loss- of-func-
tion allele)를 가진 신장에서는 정상에 비해 TNF-alpha와 
MCP-1의 함유량이 적고, heme oxygenase 1의 양이 많
을 뿐 아니라, 이식신이 즉각적으로 기능하는 예가 많다
는 보고가(11) 뒷받침하고 있다. 그러나 신허혈과 관련된 
보고된 RAP와 MMF의 투여 실험은 세뇨관 보호 효과가 
염증세포 침윤 감소와 동반되어 있어 생체에서는 어느 
것이 주된 역할인지 알기 어려운 점이 있다. 본 연구는 
세뇨관세포에서 TLR발현만을 보고자 한 예비연구이므로 
동물실험을 시행하지 않아 생체에서의 염증반응과의 상
관성을 알 수 없었으며, 이로 인한 해석에 여러 제한점이 
있다. RAP에 의한 세뇨관 상피세포의 보호 또는 손상효
과에 대해서는 추후 RAP에 의한 세포자멸사, TLR4관련 
하위 신호전달 경로, 그리고 관련 싸이토카인의 변화에 
대한 연구가 이루어져야 결론을 내릴 수 있을 것으로 생
각된다.
결  론 
본 연구의 결과는 신세뇨관 상피세포주에서 저산소 하
에서 증가된 TLR4의 mRNA와 단백 발현이 RAP에 의해 
유의성 있게 감소한다는 것으로, 신장의 허혈성 손상 시 
RAP가 TLR4 매개 면역반응에 직접 또는 간접적인 기전
을 통하여 작용할 수 있음을 시사하였다.
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